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培養を繰り返し、20 代目で安定した増殖を認めたため、1.0×104個の細胞を SCID マウスに皮
下移植した。移植 30 日目で増大した腫瘍を切除し、H-E 染色標本で中分化型扁平上皮がんであ
ることを確認した。次に、OTM 細胞表面における HLA 発現レベルを FACS 解析により確認した。
 
２ OTM 特異的 CTL(TcOTM)の誘導および細胞傷害活性の検討 
 同患者の末梢血から血球分離溶液LymphoprepTMを用いた密度勾配遠心分離により末梢血単核
細胞(PBMC)を回収し、抗 CD8 抗体マグネットビーズを用いて CD8 陽性 T細胞と CD8 陰性細胞に
分離した。さらにCD8陰性細胞は、抗CD14抗体マグネットビーズを用いてCD14陽性細胞とCD14
陰性細胞に分離した。CD14 陽性細胞は AIM-V 培地(GM-CSF 1000U/ml、IL-4 1000U/ml 添加)を
用いて培養、5日後に TNF-α 10ng/ml を添加し樹状細胞の誘導を行った。誘導した樹状細胞お
よび PHA によって刺激した CD14 陰性細胞を、室温で 2 時間 OTM と共培養し抗原提示を行った
後に、100 Gy の放射線照射を行い、CD8 陽性細胞と 10%ヒト血清、HEPES(10mM)、2-ME(50μM)
を加えた AIM-V 培地にて共培養を行った。その後 IL-7(10ng/ml)、IL-2(100U/ml)を追加して
CD8 陽性細胞を増殖、活性化させた。同手順を 1 週間に 1 回行い TcOTM を誘導、4 週後に IFN-
γELISpot assay にて TcOTM の OTM に対する細胞傷害活性を検討した。 
 
３ CTL clone の作製および細胞傷害活性の検討 
 上述の TcOTM line から CTL clone を得るために limiting dilution を行った。10%ヒト血清、
IL-2(100IU/ml)、2-ME (50μM)、HEPES(10mM)、PHA-P(5μg/ml)を加えた AIM-V 培地を用いて、
3 名の非担癌健常者末梢血より分離した PBMC に 100 Gy の放射線照射を行い、理論上 1 CTL/1
well とした TcOTM を 96-well round-bottom plate を用いて共培養し増殖、活性化させて CTL 
clone を作製した。3 週間後、CTL clone の OTM に対する細胞傷害活性を LDH release 
cytotoxicity assay を用いて検討した。 
 
４ TcOTM clone による HLA-A24 拘束性共通抗原認識についての検討 
 TcOTM clone が認識しているがん特異的抗原ペプチドの分離、同定に向けて、抗 HLA class
Ⅰ抗体、抗 HLA classⅡ抗体、抗 HLA-A24 抗体、抗 HLA-A26 抗体を用いて blocking を行い、LDH 
release cytotoxicity assay により検討した。次に、同種口腔がん細胞株 OSC-70、
HSC-2(HLA-A24 陽性)、OSC-19(HLA-A24 陰性)に対する TcOTM clone の細胞傷害活性を LDH
release cytotoxicity assay で測定した。 
 
研究結果 
 新規口腔扁平上皮がん細胞株 OTM は、SCID マウスにおいても同様に中分化型扁平上皮がんの
増殖を認めた。OTM 細胞表面抗原の FACS 解析で HLA classⅠ分子、HLA-A24 分子の発現陽性を確
認した。IFN-γELISpot assay により TcOTM line は OTM に対して特異的細胞傷害活性を認めた。
TcOTM line から limitig dilution により CTL クローンを作製し、最も高い細胞傷害活性を示
した TcOTM clone 3-1 についてさらに解析を進めた。 
 各種抗体を用いた blocking assay において、OTM に対する細胞傷害活性は抗 HLA classⅠ抗







 新規口腔がん細胞株 OTM と自家がん特異的 CTL clone のペア（autologous tumor–CTL pair）
を用いたがん特異的抗原ペプチド解析の利点は、実際に口腔がん細胞が提示しているナチュラ
ル抗原ペプチド（NAP）の分離・同定が可能なことである。効率の良いがん免疫療法開発に繋
がる可能性が高いことから、autologous tumor-CTL pair の樹立は非常に重要と考えられる。
しかし、自家口腔がん細胞株の樹立ならびに安定した CTL 供給の困難さから、autologous 
tumor-CTL pair 免疫応答に関する報告はごく少数に留まっている。 





え、NAP の中から CSC/CIC 特異抗原を同定し、それを標的とした臨床効果の高い新たな免疫療




 新規口腔がん細胞株 OTM を樹立し、自家がん特異的細胞傷害活性を有する TcOTM clone のペ
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clone のペアを作製した。TcOTM clone は自己の OTM のみならず HLA-A24 陽性口腔扁平上皮癌細
胞株 OSC-19、HSC-2 に対しても高い細胞傷害活性を示したことから、HLA-A24 陽性口腔扁平上皮
癌に発現している共通抗原を認識していることが示唆された。これらの研究成果は、効率的な
共通抗原の分離・同定に autologous tumor-CTL pair の樹立が有用な手段であることを示唆す
る知見であり、博士（医学）の学位授与に値すると審査委員全員から評価をいただいた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
